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論 文 内 容 要 旨
ス テ ロ イ ドホル モ ンの 研 究 は近 年 急 速 な 発 展 を と げ,と くに 内因 性 ステ ロイ ドホ ル モ ンが 示 す
本 来 の生 理 作 用 に関 す る研 究 は その 進 歩 に 目覚 しい もの が あ る。 一 方,最 近 合 成 ス テ ロイ ドは補
充療 法 ホル モ ン剤 と して よ りむ し ろnon-endocrineactionに 着 目 して特 定 の疾 患 を 治療 す る医
薬 へ と変 ぽ うす るに い た った 。 す な わ ち,一 次 作 用 を抑 制 して特 定 の生 理 活性 のみ を 特異 的 に増
強 しよ う とす る試 み が な され,数 多 くの変 形 ス テ ロイ ドが 生 み だ され て い る。 エ ス トロゲ ンが低
コ レ ステ ロール 作 用 を示 す こ とは 古 くか ら知 られ て い るが本 来 の 女性 ホル モ ン作 用 の た め脱 コ レ
ステ ロ ール 剤 と して使 用 す る こ とに は難 が あ る 。 そ こで 天 然 エ ス トロゲ ンの化 学修 飾 に よ り一 次
作 用 を 減弱 し,脱 コ レス テ ロ 」ノレ作 用 を増 強 す る 目的 で 種 々検 討 が行 なわ れ,今 日い くつ か の合
成 ス テ ロイ ドが臨 床 に提 供 され て い る 。 こ こ に と'り上 げ た16α 一chloroestronemethyletherも
こ の よ うな ドラ ッグ デ ザ イ ンの 所産 と して開 発 され た ス テ ロイ ド系 脱 コ レステ ロ ール 剤 の 一 つ で
あ る 。
ステ ロ イ ドの 代 謝 研 究 は ラ ジオ ア イ ソ トープ の 普 及 に よ り近 年 著 し く進 展 し,内 因 性 エ ス トロ
ゲ ンの 主 代 謝 様 式 につ い ては,今 日その全 ぼ うが ほ ぼ明 らか に され る にい た っ てい る。 しか し,
変 形 ス テ ロ イ ドは一 般 に体 謝 様 式 が 複 雑 で あ り,同 定 が 困難 を 伴 う場 合 が 多 い ため い ま なお 不 明
の 点 が 少 な くな い。
ハ ロ ゲ ンあ導 入 は 一 般 薬 物 の ドラ ッ グデ ザ イ ンにお け る化 学 修 飾 の 一 つ と して し ば しば 試 み ら
れ るが,こ の 種 ハ ロゲ ンの 生 体 内に お け る役割 に つ い て はほ とん ど明 らか に され て い な い 。
以 上 述 べ た よ うな 観 点 か ら今 回 著 者 は16α 一chloroestronemethy]etherの 体 内 代 謝 の研 究 に
着 手 した 。
正.16-ChloroestroneMethylEtherの 代 謝
まず 最初 に16α 一chloroestronemethyletherの 家 兎 経 口投 与 時 に お け る尿 中代 謝 産物 の検 討
を 試 み た 。雄 性家 兎 に16α 一chloroestronemethyletherを 経 日投 与 後48hr尿 を 採 取 した 。 こ
れ をAmberliteXAD-2樹 脂 カラ ム に 通導 して代 謝 産 物 を一 た ん 吸着 させ,水 洗 して尿 中共 存 物
質を 除 去 後,メ タ ノ ール で溶 出 した 。 メ タ ノー ル溶 出画 分 を 水 一 工一 テル に よ る分 配 抽 出 に付 し,
エ ー テル 層 を 遊 離 型 代 謝 産 物 画 分 と した 。 水 層 は常 法 通 りβ一glucuronidase水 解 に付 し,遊 離 す
る代 謝 産 物 を グ ル ク ロ ン酸 抱 合 体 画 分 と した。 さ らに残 る水 層 のpHお よ び塩 濃 度 を 調 整 したの
ち酢 酸 エチ ルで 抽 出 してsolvo豆ysisを 行 な い硫 酸 抱 合体 画 分 を得 た 。 これ ら3画 分 を 薄 層 ク ロマ
トグ ラ フ ィー(TLC)に 付 した と こ ろ遊 離 型 お よ び硫 酸 抱 合 体 画 分 に は ほ とん ど代 謝 産 物 が見 ら
れ なか った 。 こ のた め 以 後 は グル ク ロ ン酸 抱 合 体 画 分 に つ い て の み代 謝 産 物 の 検 索を 行な った。グ
ル ク ロ ン酸 抱 合 体 画 分 はsilicagelHFを 用 い るpreparativeTLCに よ り精 製 し,5種 の 代
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謝 産 物 を 分 離 し た 。 ま ずTLCの 指 標 と し て 用 い た17α 一estradiolと 同 一 のRf値 を 示 すmeta-
bolitelVを 得 た が 標 品 と 比 較 の 結 果1』7α 一estradiolと 同 定 さ れ た 。 つ ぎ にestroneと 同 程 度 の
極 性 を 示 す 画 分 を 再 度preparatlveTLCに 付 しmetaboliteIを 分 離 し た 。 マ ス ス ペ ク トル に よ
る分 子 量 は306で あ り,同 位 体 ピ ー ク がm/e308に み られ る こ と か ら ク ロ ル が 保 持 さ れ た16α 一
chloro-17α 一estradiolと 推 定 し合 成 標 品 と の 直 接 比 較 に タ り確 認 し た 。 ま た,metabolite
Iを 単 離 す る際,母 液 にTLC上 の 挙 動,濃 硫 酸 発 色 がestroneに 一 致 す る 代 謝 産 物 を 認 め た が
ア セ チ ル 化 物 のestroneacetateと のTLCに よ る 比 較,GLCに おけ る 保 持 値 か らmetabolite∬
はestroneで あ る こ と を 確 認 した 。Metab・llte皿 はTLC上HとIVの 中 間 の 極 性 を 示 し,マ ス ス
ペ ク トル か らlnelaboliteIと 同 様16,17-chlorohydrinと 考 え ら れ た 。 そ こ で 残 る3種 の 異 性
体 の 合 成 標 品 と 比 較 した 結 果16β 一.chloro-17α 一e串tradio1と 同 定 さ れ た 。MetaboliteVはTLO
に お け る 挙 動 な らび に 濃 硫 酸 発 色 の 様 相 か らtriolと 推 定 さ れ た が4種 の3,16,17-triol異 性





























こ こ で16α 一chlorostronemethylether代 謝 産 物 の 一 つ と し て16位 ク ロル の 異 性 化 した16β 一
chloro-17α 一estradiolが 得 られ た こ と に 興 味 が 持 た れ た 。 一 般 に ケ ト ンに 隣 る α炭 素 上 の 置
換 基 が 酸,ア ル カ リの 存 在 下 異 性 化 す る こ と は よ く 知 ら れ て い る 。 家 兎 胃 内 液 のpHは1-2で あ
り非 酵 素 的 に 異 性 化 す る 可 能 性 も 考 え ら れ る の で,こ の 点 を 明 確iに す る た め16α 一chloroestrone
を 経 口投 与 で な く 耳 静 脈 注 射 す る こ と を 試 み た 。 こ の 目 的 の た め 標 識 基 質 と して16-chloroestrone-
6,7-3HmethyletherをMuellerら の 方 法 に 準 じて 合 成 し た 。 す な わ ち,estめne-6,7-3H
を 出 発 原 料 と し て3位 水 酸 基 の0一 メ チ ル 化,17位 ケ ト ン の エ ノ ール ア セ チ ル 化 つ い で16位 の ク
ロル 化 を 経 て 収 率15%で16α 一chloroestrone-6,7-3Hmethy丑etherを 製 し た 。 こ こ に 得 ら
れ た 標 識 化 合 物 を 家 兎 耳 静 脈 に 注 射 後 採 取 し た 尿 を 前 述 同 様 の 方 法 で 処 理 し,preparativeTLC
に よ り16β 一chloro-17α 一est～adio1に 相 当 す る 画 分 を 分 離 し てmetabohteVIを 得 た 。VIは 逆
同 位 体 希 釈 法 に よ り16β 一chbro-17α 一estrad正olで あ る こ と が 確 か め られ た 。 以 上 の 結 果16
位 ク ロ ル は 酸 性 状 態 の 胃 を 経 由 し な い で も 異 性 化 す る こ と が 判 明 し た 。 つ い で,こ の 異 性 化 がi7
位 ケ ト ン の 関 与 な し に 起 こ る か 否 か を 検 討 し た 。 す な わ ち,16α ～chloro-17α 一estradiol・ を 家
兎 の 腹 腔 内 に 投 与 し,尿 中 代 謝 産 物 をTLCに よ り検 索 し た 。 代 謝 産 物 と して 未 変 化 あ16α 一
、chloro-17α 一estradiolρ ほ か17α 一estradio1が 確 認 さ れ た が,16β 一chloro-17α 一estradiol
の 生 成 は 認 め られ な か っ た 。 こ れ らの 結 果 か ら16位 ク ロ ル の 異 性 化 に は17位 ケ ト ンが 関 与 す
る も の と 推 測 さ れ た 。
つ ぎ に16汐 一chloroestronemethyletherを 家 兎 腹 腔 内 に投 与 し,尿 中 代 謝 産 物 の 分 離 を16α 一
chloroestronemethyletherの 場 合 に準 じて 行 な った 。 ま ず,metabolite頭 が 無 色 針 状 晶 と し.
て 得 られ17α 一estradiolで あ る こ と が 判 明 し た 。 つ ぎ にmetabohteXは 前 述 の 結 果 か ら そ め 生
成 が 予 測 さ れ た16β 一chloro-17α 一estradiQlで あ る こ と が 標 品 と の 比 較 に よ り 確 認 さ れ た 。 ま
た,metabolite田 はTLOで16位 クgル の 異 性 化 した16α 一chloro-17α 一estradiolに 一 致 す
る こ と が 確 か め られ た が16β 一chloro体 も16α 体 同 様 生 体 内 で ク ロ ル が 異 性 化 す る こ と は き わ
め て 興 味 深 い 。Metabolite医 はTLC上Zimmemlann反 応 陽 性 か つ 濃 硫 酸 噴 霧 に よ り カ テ コ ー ル
型 エ ス トロ ゲ ン特 有 の 発 色 を 示 し た 。 こ れ ら呈 色 反 応,ク ロ マ トグ ラ フ 的 挙 動 な ど を.考 え 合 せ て
metabollte朕 を2-hydroxyestronemonomethyletherと 推 定 し,両 位 置 異 性 体 標 品 と 比 較 し
た 結 果2-hydroxyestrone3-methyletherに 一 致 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 さ ら に,metabo-
hte田 はRと 同 様 濃 硫 酸 発 色 の 様 相 か ら カ テ コ ー ル 構 造 が 示 唆 さ れ た が2-hydroxyestrone
monomethyletherよ り極 性 が 低 い こ と か ら エ6位 に ク ロ ル の 保 持 さ れ た カ テ コ ー ル エ ス ト ロ
ゲ ン と推 測 さ れ た 。 そ こ で,標 品 を 合 成 し比 較 し た 結 果metabolite田 は!6β 一c孕10ro-2-hydro一 .
































2.投 与 物 質 な ら び に 代 謝 産 物 標 品 の 合 成
16-Chloroestronemethyletherの 代 謝 研 究 に お い て 同 定 に 必 要 な 標 品 な ら び に 投 与 物 質 の
合 成 を 行 な っ た 。16α 一Chloroestronemethylether(1a)はMuellerら の 方 法 に 準 じ て 合 成
し,ま た,そ の16β 一chloro体(2a)は(1a)を ア ル ミ ナ 吸 着 に よ り 異 性 化 さ せ た の ち 生 成 物 を
分 別 再 結 晶 し て 製 し た 。16α 一Chloro-17α 一estradiol(3)お よ び16α 一chloroestradiol(4)は
16α 一chloroestroneacetate(1b)を,一 方,『16β 一chloroestradiol(5)は16β 一chloroestrone
(2b)を そ れ ぞ れ 水 素 化 ア ル ミ ニ ウ ム リチ ウ ム(LiAIH4)で 還 元 す る こ と に よ っ て 得 た 。 つ ぎ
に16β 一chloro-17α 一estradiol(7)は16α,.17α 一epoxide(6)を 塩 酸 でtrans開 裂 す る 反 応 を
利 用 し て 合 成 した 。
16-Chlorinatedcatecholestrogenの 合 成 は 南 原 ら の 方 法 に よ っ て 調 製 し た2-metho)取 一3-
benzyloxyestra-1.3,5(10),16-tetraen-17-olacetate(8a)お よ び2-benzyloxy-3-
methoxyestra-1,3,5(10),16-tetraen-17-01acetate(8b)を 出発 原 料 に 用 い た 。 す な わ ち,そ れ
ぞ れ を無 水炭 酸 カ リウ ム の存 在 下 ク ロル化 し,つ い でパ ラ ジ ゥム炭 触 媒 を 用 い る接 触 還 元 に よ り脱 ベ ンジルi
化 して2-methoxy-16α 一chloroestrone(9日)な らび に2-hydroxy-16α 一chloroestrone3-methyl
ether(9b)を 製 し た 。 っ ぎ に(9a).(9b)を そ れ ぞ れ ア ル ミナ 吸 着 に よ り 異 性 化 さ せ た の ち,pre-
ParativeTLOの 多 段 展 開 に よ り両 者 を 分 離 し2-methoxy-16β 一chloroestrone(10a),2-hydro-



















































3.ラ ッ ト肝 に よ る16α 一Chloroestroneの 代 謝
つ ぎ に16-chloroestroneの 体 内 代 謝 に お け る ハ ロ ゲ ン の 役 割 を み る た め ラ ッ ト肝 に よ る 代 謝
を 加 読 γoで 検 討 した 。
前 述 の ご と く16-chloroestronemethylether代 謝 産 物 は 大 部 分 が 脱 メ チ ル 化 を う け て い る
こ と か ら 基 質 に は16α 一c辱loroestroneを 用 いestroneを 対 照 と し て 比 較 し た 』 ま ず,Wistar系
雄 性 ラ ッ ト肝 ホ モ ジ ネ ー トを 遠 心 分 画 し ミク ロ ゾ ー ム な ら び に105,000×9上 清 の2画 分 を 調 製
した 。 基 質 の16α 一chloroestrone-6,7-3Hあ る い はestrone-6,7-3HにNADHお よ びNADP
Hを 補 酵 素 と し て 加 え 細 胞 下 画 分 と そ れ ぞ れ37。 に30minイ ンキ ュ ベ ー トし た 。 そ の 結 果16α 一
chloroestroneは ミ ク ロ ゾ ー ム 画 分 で17位 ケ ト ン が 還 元 さ れ た16-chloroestradlolの 生 成 が み
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られ た が 上 清 画 分 で は こ の 還 元 反 応 は 進 行 し な か っ た 。 他 方, .対照 と して 用 い たestroneで は 同
一 条 件 の イ ンキ ュ ベ..一シ ョ ンに よ り 両 画 分 と も17位 ケ トン が 還 元 を う け たestradiolの 生 成 が
認 め られ た 。
っ ぎ に16α 一chloroestrQneお よ びestroneを 基 質 と し て 両 細 胞 下 画 分 に お け る17β 一hydroxy-
steroiddehydrogenaseの 補 酵 素 要 求 性 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 上 清 画 分 で はNADHとNADPH
に 顕 著 な 差 異 は み られ な か っ た が ミク 『 ゾ ー ム で はNADHの 方 が 明 らか に .有利 な こと が 判 明 し た 。
さ ら に16α 一chloroestrone17β 一dehydrogenase活 性 の つ よ い ミク ロ ゾ ー ム 画 分 に つ い て,
そ の17位 ケ ト ンの 還 元 に お よ ぼ すestroneの 影 響 を 考 察 し た 。 す な わ ち,基 質 の16α 一chloro-
estroneにestroneを 即 えNApHの 存 在 下 イ ン キ ュベ ー トし 生 成 す る16α 一chloroestradiolを 定
量 した とこ ろ そ の生 成 量 は添 加estroneの 増 量 に と もな って 減 少 し,estroneは 本 反 応 を 拮 抗 的
に阻 害 す る こ とが 示 唆 され た 。
以上 の 結 果 か ら17β 一hydroxysteroiddehydrogenaseは それ が 局 在 す る肝 細 胞 下 画 分 によ っ
て異 な る基 質特 異 性,補 酵素 要 求 性 を 示 し,本 酵素 の 多 様 性 が 明 らか とな ったqま た,16.α 一
chloroestroneはestroneと は異 な って 上 清 画分 で還 元 を うけず 本 酵素 との 不 可 逆 的 な結 合 の関
与 が 推 測 され た 。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研 究 は ス テ ロ イ ド系脱 コ レス テ ロ ール 剤 の 一 つ で あ る16α 一chloroestronemethylether
α1の 薬 効,毒 性発 現 機構 解 明 を 究極 の 目標 と して,そ の 体 内代 謝 を検 討 した もの で あ る 。
まず,1を 経 口投 与 した 家 兎 の グル ク ロ ン酸 抱 合 体 画分 を 精 査 して5種 の代 謝 産物 を 単 離 し,
各 種 機 器 デ ー タ,微 量 化 学 反 応 な どか らそ れ らの構 造 を 明 らか に した。 これ らは い ずれ も3-lne-
thoxy基 が脱 メチ ル 化 され る と と もに脱 ハ ロゲ ン化,17α 一hydroxy体 へ の還 元,16位 ハ ロゲ
ンの 異 性 化 を伴 う こ とが 判 明 した 。 しか し,ケ トンに 隣 る α炭 素 上 の 置 換 基 は 非 酵 素 的 に 異 性 化
す る可 能 性 もあ る こ とか らつ ぎに16α 一chloroestrone-6、7-3Hmethyletherを 家 兎 耳 静脈 に
注 射 後 同 様 に尿 中代 謝 産 物 を 検 索 した 。 そ の結 果16β 一chloro-17α 一estradiolの 生 成 が 逆 同位
体 希 釈 法 に よ り明 らか と な り生体 内に お け る16位 ハ ロゲ ンの 異 性 化 が立 証 され た 。
つ い で1の エ ピマ ー で あ る1.6β 一chloroestronemethyletherの 代 謝 に つ い て検 討 を行 な った 。
す な わ ち家 兎腹 腔 内 に投 与 後 同様 に尿 中代 謝 産 物 を 精 査 した 結 果前 述 同様17α 一hydroxy体 の生
成 を 認 め る と と もに ハ ロゲ ンの異 性 化 した16α 一chloro体,2位 水酸 化 を うけ た2-hydroxyest-
rone3-methyletherな らび に そ の16β 一chloro体 が証 明 され た 。
これ ら代 謝 産 物 の 同 定 は す べ て標 品 との 直 接 比 較 に よ って 行 な って い る 。す な わ ち,16.17-
chlorohydrin異 性 体4種,2-hydroxy-16-chloroestrone2一 お よ び3-methylether異 性 体
4種 は それ ぞれ 立 体 特 異 的 な反 応 に よ って合 成 され たが 物 理 的性 状 が酷 似 す る これ ら異 性 体 をT
LCな らび にGLGで 相 互 に弁別 す る分 離 条 件 が確 立 され た 。
また,16-chloroestroneの 体 内変 換 にお け るハ ロゲ ンの役 割 を み るた め ラ ッ ト肝 に よ る代 謝
を 珈 漉 γoでestroneを 対照 に用 い て検 討 した。 す な わ ち,ミ ク ロゾ ー ムで は両 者 と も に それ ぞ
れ 対 応 す る17β 一hydroxy体 に還 元 され る一 方,上 清 画 分 で は16-chloro体 は 還 元 を う け ず
dehydrogenaseと の不 可 逆 的 な 結 合 の関 与 が 示 唆 され た 。
以 上 のよ う に本 論 文 は 脱 コ レス テ ロール 剤16α 一chloroestronemethyletherな らびに 関連
化 合 物 の 生 体 内 運命 を 検 討 し,α 位 ハ ロゲ ンの還 元 的脱 離 な らび に異 性 化,カ テ コ ール の 生 成 な
ど変 形 ステ ロ イ ドの 代 謝 様 式 に有 意 義 な 知 見 を 加 え た も ので あ り学 位 論 文 と して 価 値 あ る もの と
認 め る。
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